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192, Untersuchungen iiber die Reaktion von Peptiden
mit Phenylisothiocyanat
Anwendung der Diinnschichtchromatographie zur
Sequenzanalyse von Peptiden
2. Mitteilung
von Gyorgy Pataki
(17. VII. 64)

Zum Nachweis der N-terminalen Aminosiure und zum stufenweisen Abbau von
Peptiden eignet sich die Phenylisothiocyanat(PITC)-Methode von Epman [1]1).

Wir haben eine gréssere Anzahl von Peptiden nach dem von $j6quist [2] modifi-
zierten Verfahren abgebaut und die Abbauprodukte diinnschichtchromatographisch
[3] identifiziert. Hierbei konnten manchmal Nebenflecke beobachtet werden, und
zwar besonders beim Abbau von grisseren Peptiden [4]. Da eine Reaktion der nicht
N-endstidndigen Aminosduren (vgl. SCHRAMM et af. [5]) schon friiher [6] ausgeschlossen
werden konnte, haben wir auf eine Beobachtung von SjéguisT aus dem Jahre 1959 [2]
zuriickgegriffen. Der schwedische Autor hat festgestellt, dass beim stufenweisen Abbau
von Insulin schon im zweiten Abbauschritt «Artefakte» entstehen; nimlich die

1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 17653.
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Phenylthiohydantoin(PTH)-Derivate von Glycin und von Phenylalanin, d.h. der
N-terminalen Aminosduren der unveridnderten Insulinmolekel. Diese Erscheinung
beruht darauf, dass die einmalige Umsetzung eines Peptids mit Phenylisothiocyanat
nur unvollstdndig ist. SJOQUIST hat gezeigt, dass die erwarteten PTH-Derivate dann
ausschliesslich entstehen, wenn die Insulinmolekel und auch das entstandene Rest-
peptid dreimal nacheinander mit diesem Reagens umgesetzt werden [2].

Es ist aus der Literatur nicht zu entnehmen, ob diese Arbeitsweise auch von ande-
ren Autoren verwendet wurde. Lediglich LAVER berichtet, dass die zweimalige Um-
setzung von Hamoglobin mit PITC die Ausbeute an PTH-Valin nicht erhéhen soll [7].
Demgegeniiber beobachteten CHERBULIEZ ¢f a/. [8] beim Abbau von Glycyl-Prolin im
zweiten Abbauschritt neben PTH-Prolin auch Spuren von PTH-Glycin.

Dieser Befund und unsere eigenen Resultate [4] haben uns veranlasst, einige
kleinere Peptide mit PITC umzusetzen und den Verlauf der Reaktion diinnschicht-
chromatographisch zu iiberwachen. Hierzu eignet sich die kiirzlich fiir den zer-
storungsfreien Nachweis von Peptiden vorgeschlagene Technik [9].

Wir setzten zwei Di- und zwei Tripeptide mit PITC einmal, bzw. zweimal und
dreimal nach SjoQuistT [2] um und chromatographierten das Reaktionsgemisch nach
jeder Umsetzung an Zinksilikat-haltigen Kieselgel-G-Schichten [9]. Wie die Abbildung
zeigt, lassen sich nach einmaliger Umsetzung mit PITC neben den Phenylthiocarbamoyl
(PTC)-Derivaten auch die unveridnderten Peptide nachweisen. Eine quantitative Aus-
wertung nach PUrDY & TRUTER [10] ergab eine « Ausbeute» von 85-909 an den PTC-
Peptiden?). Nachdreimaliger Umsetzung mit PITCkonnten wir nur noch unwesentliche
Spuren von Leu-Gly feststellen. Manche Flecke diirften auf eine geringfiigige Hydro-
lyse der Peptide hinweisen. So kann man z. B. nach dreimaliger Umsetzung von Ala-Gly
mit PITC Spuren von Alanin und von Glycin auf dem Chromatogramm erkennen;
Leu-Gly liefert unter den gleichen Bedingungen ebenfalls Spuren der freien Amino-
sduren. Bei Ala-Gly-Gly liess sich Glycin nicht nachweisen, obschon ein schwacher
Ninhydrin-positiver Fleck in der Hohe von Alanin auf eine schwache Hydrolyse hin-
deutet; ein weiterer Ninhydrin-positiver Fleck der schneller als Leucin wandert, konnte
auch beobachtet werden3). Bei Leu-Gly-Gly konnte neben Spuren von Leucin ein wei-
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Die Indices 1, 2 und 3 bedeuten: ein-, zwei- bzw. dreimalige Umsetzung mit PITC. Schraffierte
Flecke: sichtbar im UV.-Licht (254 my); iibrige Flecke sind Ninhydrin-positiv. - Fliessmittel:

n-Propylalkohol/Wasser 7:3 v/v.

2} Diese « Ausbeute» schwankt stark von Experiment zu Experiment. Bei Leu-Gly z. B. betrigt
sie 90 4+ 139, (Mittelwert aus 5 Versuchen 4 Standardabweichung.
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terer Ninhydrin-positiver Fleck, welcher langsamer als Leucin jedoch schneller als
Glycin wandert, beobachtet werden3). Die Wanderungsgeschwindigkeit dieses Flecks
entspricht etwa derjenigen von Leu-Gly. Bemerkenswert ist, dass wir bei den unter-
suchten Tripeptiden Gly-Gly nicht nachweisen konnten.

Es wire zwar verfritht allgemeine Schliisse zu ziehen, jedoch glauben wir, dass unse-
re Resultate die auch bei kleineren Peptiden gelegentlich auftretenden «Artefakte»
im Sinne von SjéqQuist erkliren diirften. Es wire unserer Meinung nach empfehlens-
wert, die Umsetzung eines Peptids mit PITC diinnschichtchromatographisch zu iiber-
wachen. Gegebenenfalls kann dann die Umsetzung, unter diinnschichtchromatogra-
phischer Kontrolle, mehrmals wiederholt werden. Unser Vorgehen erlaubt jedoch
ausser der Beurteilung des Reaktionsverlaufes auch eine Reinigung des PTC-Peptids,
d.h. die Abtrennung der UV.- und Ninhydrin-positiven Reaktionsprodukte. Ausser
der Chromatographie diirfte hierbei die «Diinnschicht-Fingerprints-Technik nach
WIELAND [11] von Bedeutung sein.

Experimentelles. — Die Umsetzung der Peptide mit PITC erfolgte nach $;6quist [2]. Zur
Chromatographie verwendeten wir Kieselgel-G-Schichten, welche Zinksilikat enthalten [3]. Die
Chromatogramme wurden nach Trocknung im UV.-Licht (254 myu; UV.-Lampe der Fa. Camag,

Muttenz, BL.) betrachtet und die UV.-positiven Flecke mit einem weichen Bleistift umrandet. Die
Platte wurde anschliessend mit Ninhydrin bespriiht und 15 min auf 60° erhitzt.

Zur Beurteilung des Reaktionsverlaufes diente die algebraische Methode von Purpy & TRUTER
[10]. Hierzu wurde das Reaktionsgemisch gemeinsam mit einer Lgsung des freien Peptides
chromatographiert und die Auswertung erfolgte nach Anfirbung mit Ninhydrin nach der
W+-Methode [10].

ZUSAMMENFASSUNG

Nach einmaliger Umsetzung eines Peptids mit Phenylisothiocyanat l4sst sich noch
ein Teil des unverdnderten Peptids diinnschichtchromatographisch nachweisen. Durch
Wiederholung der Reaktion kann die Ausbeute an Phenylthiocarbamoyl-Peptid er-
héht werden. ,

Es wird vorgeschlagen die Entstehung des Phenylthiocarbamoyl-Peptids diinn-
schichtchromatographisch zu iiberwachen. Die angegebene Technik eignet sich auch
zur Reinigung und zur priparativen Isolierung von Phenylthiocarbamoyl-Peptiden.
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%) In friitheren Versuchen [9] haben wir einen weiteren Ninhydrin-positiven Flecken festgestellt.



